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1.Úvod do problematiky 
1.1. Adenokarcinom rekta 
  Adenokarcinom rekta patří mezi nejčastější onkologická onemocnění v České republice. Dle 
posledních publikovaných údajů Českého webového portálu epidemiologie nádorů v roce 
2016 roční incidence adenokarcinomu rekta činila 9,86 a mortalita 4,38 na 100000 obyvatel 
(Obrázek 1). Zastoupení jednotlivých předléčebných klinických stadií TNM adenokarcinomu 
rekta v České republice v roce 2016:  I. stadium 24,8 %, II. stadium 17,1 %, III. stadium 17,2 
%, IV. stadium 18,2 %, neznámé stadium 22,8 % (Dušek et al. 2019). 
 
Obrázek 1 
Časový vývoj hrubé incidence a mortality adenokarcinomu rekta dle posledních 
publikovaných údajů Českého webového portálu epidemiologie nádorů v roce 2016. 
Graf zobrazuje časový vývoj hrubé incidence (počet nových případů na 100000 osob) a hrubé 
mortality (počet úmrtí na diagnózu na 100000 osob) pro zvolenou diagnózu v celé populaci 




  Adenokarcinom rekta se odlišuje od adenokarcinomu tlustého střeva v tom, že rektum naléhá 
na stěnu pánevní a tím může docházet k rychlému přestupu nádorových buněk do stěn pánve. 
Z toho plyne mnohem větší četnost lokálních a regionálních recidiv v oblasti malé pánve. 
Riziko recidivy lze zmenšit radioterapií (Doleželová-Horová et al. 2007). Hematogenní 
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diseminací se karcinom rekta obvykle šíří nejprve do jater, následně do plic, poté do mozku, 
méně často do skeletu. Lokální recidivy karcinomu rekta se u klinického TNM I. stadia 
vyskytují v 5-10%, u II. stadia ve 25-30% a u III. stadia ve více než 50% (Kocáková et 
al.2005). Nejčastějším místem lokálních recidiv je presakrální oblast, kde jsou lokální 
recidivy obtížně léčebně ovlivnitelné (Dvořák et al. 2013). 
  Léčba adenokarcinomu rekta na našem pracovišti byla prováděna v souladu s Národními 
radiologickými standardy - radiologie (Věstník MZ) a „Modrou knihou České onkologické 
společnosti“, což je doporučení, které bylo vytvořeno za spolupráce výboru České 
onkologické společnosti ČLS JEP, Všeobecné zdravotní pojišťovny, dalších zdravotnických 
pojišťoven a Ministerstva zdravotnictví ČR (Modrá Kniha 2019) a v souladu se Standardy 
léčby Kliniky onkologie a radioterapie FN v Hradci Králové (Standardy FN HK 2019). 
Pacienti byli prezentováni na mezioborovém indikačním týmu FN v Hradci Králové, kde ve 
spolupráci s chirurgy, gastroenterology, radiodiagnostiky a patology byla doporučena 
individuální strategie jejich léčby.  
  V současné době je standardem léčby lokálně pokročilého karcinomu rekta předoperační 
radiochemoterapie s konkomitantním 5-fluorouracilem nebo kapecitabinem, radikální operace 
a adjuvantní chemoterapie (Gérard et al. 2006, Ceelen et al. 2009, Martin et al. 2012, Kim et 
al. 2015, Dayde et al. 2017, Chapman et al. 2017, Ludmir et al. 2017). Alternativou u 
vybraných pacientů může být akcelerovaný režim předoperační radioterapie následovaný 
radikální operací a adjuvantní chemoterapií (Häfner et al. 2016, Mowery et al. 2016). Při 
výrazné stenose průsvitu konečníku a při hrozícím ileosním stavu je vhodné zajištění pasáže 
před předoperační radiochemoterapií odlehčující kolostomií (Šlampa et al. 2014). Přidáním 
systémové chemoterapie k předoperační radioterapii se zvyšuje míra kompletních 
patologických remisí i dosažení downstagingu tumoru. Navíc se snižuje riziko peroperačního 
rozsevu nádorových buněk v oblasti pánve a břicha (Šlampa 2011, Glynne-Jones et al. 2017). 
Předoperační radiochemoterapie dosahuje statisticky významně nižšího počtu lokálních 
recidiv a nižší toxicity, nicméně bez statisticky významného rozdílu v době celkového přežití 
při porovnání s adjuvantní pooperační radiochemoterapií lokálně pokročilého 
adenokarcinomu rekta (Sauer et al. 2004, Sauer et al. 2012, De Caluwé et al. 2013, Rana et 
al. 2017). Zvýšení účinnosti radiochemoterapie lokálně pokročilého karcinomu rekta se 
očekává od individualizací léčby dle biomarkerů (Nussbaum et al. 2015, Yaffee et al. 2015, 
Buka et al. 2016b). Přidání cílené léčby k předoperační radiochemoterapii adenokarcinomu 
rekta se dle doposud publikovaných klinických studií neukázalo jako přínosné, proto není 
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zařazeno do aktuálních standard léčby (Modrá Kniha 2019, NCCN 2019, Standardy FN HK 
2019). 
 
1.2. Exprese nádorového VEGF po neoadjuvantní radiochemoterapii pacientů 
s adenokarcinomem rekta  
  Důležitým procesem doprovázejícím růst nádorů je angiogeneze. Angiogeneze je 
vícestupňový proces, jehož hlavními etapami jsou disoluce bazální membrány, proliferace 
endotelií, jejich migrace a morfogeneze nové cévy (Katayama et al. 2019). 
Nejprozkoumanějším angiogenním faktorem je vaskulární endoteliální růstový faktor 
(VEGF). Jedná se o růstový faktor pro endotelie, který má mitogenní účinek na endotelové 
buňky a zvyšuje cévní permeabilitu (Apte et al. 2019). Receptory pro tento faktor jsou 
výhradně na endoteliích cév. Vazbou VEGF na VEGF receptor (VEGFR) se spustí 
transdukční kaskáda, jejímž výsledkem je zvýšená proliferace endotelových buněk, stimulace 
jejich migrace a zvýšení permeability cév (Klener Jr a Klener 2013, Apte et al. 2019). VEGF 
indukuje transforming growth factor beta (TGF-β) ve fibroblastech. Při hypoxii je produkce 
VEGF stimulována hypoxia inducible factor 1-alpha (HIF-1α) (Suzuki et al. 2017). VEGF 
zvyšuje expresi antiapoptotického proteinu Bcl-2 a tím inhibuje apoptózu, naopak protilátky 
proti VEGF snižují expresi Bcl-2 a tím navozují apoptózu (Pidgeon et al. 2001, Dvořák et al. 
2016a). Dalším účinkem VEGF je produkce proteolytických enzymů - metaloproteáz. Matrix-
metaloproteázy (MMP) jsou enzymy, které svým účinkem působí na bazální membránu 
endotelií a extracelulární matrix. Vytvářením prostoru pro nově vznikající cévy a invazí 
buněk nádoru do cév usnadňují angioinvazi i metastazování (Klener 2002).  
  Vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF) má dvě důležité role: při vývoji cév a při 
regulaci permeability endoteliálních buněk (Breen 2007). Imunohistochemické studie 
ukázaly, že VEGF není exprimován v normální kolorektální sliznici, ale je vysoce 
exprimován v adenokarcinomech (Kang et al. 1997, Zlobec et al. 2005). Exprese VEGF je 
časnou událostí v sekvenci transformace adenomu na adenokarcinom (Wong et al. 1999). 
Neovaskularizace, kterou podporuje zvýšená exprese VEGF, je nutná jak pro progresi nádoru, 
tak pro jeho hematogenní diseminaci (Tie et al. 2012, Zhao et al. 2015, Fouad et al. 2017). U 
kolorektálního adenokarcinomu bylo zjištěno, že vysoká exprese VEGF koreluje se špatnou 
prognózou a vyšší incidencí jaterních metastáz (Zlobec et al. 2005, Zlobec et al. 2008). 
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  Expresi VEGF v nádoru lze hodnotit imunohistochemicky, polymerázovou řetězovou reakcí 
(PCR) nebo metodou Northern blotting (Des Guetz et al. 2006). Lze stanovovat i cirkulující 
VEGF, který může mít vztah k nádoru, je však produkován i trombocyty, granulocyty a 
monocyty. Stanovování cirkulujícího VEGF  je spojeno i s technickými obtížemi (Vermeulen 
et al. 2002). V této studii byla exprese VEGF v nádoru hodnocena imunohistochemicky.  
  Dle preklinických studií inhibice VEGF snižuje hypoxii, čímž zvyšuje účinnost radioterapie 
a snižuje intersticiální tlak v nádoru, což zvyšuje dostupnost cytostatik v nádorových buňkách 
(Jain 2005). Tento předpoklad byl potvrzen i v klinické studii (Willet et al. 2004). 
  VEGF představuje významný angiogenní faktor u solidních nádorů (Klener Jr a Klener 
2013). V gastrointestinální onkologii se úspěšně používá inhibice VEGF při léčbě 
metastatického kolorektálního adenokarcinomu bevacizumabem, afliberceptem a 
regorafenibem a při léčbě pokročilého adenokarcinomu žaludku nebo gastroezofageálního 
spojení ramucirumabem.    
  Bevacizumab je neutralizační monoklonální protilátka s vysokou aktivitou vůči VEGF 
ligandu. Bevacizumab se nepoužívá v monoterapii, ale jen v kombinaci s 
protinádorovou chemoterapií (Koeberle et al. 2015). Antiangiogenní účinek bevacizumabu 
může zvyšovat radiosenzitivitu. Bevacizumab byl začleněn do studií fáze I-II předoperační 
chemoradioterapie adenokarcinomu rekta, ale toxicita a chirurgické komplikace pozorované v 
některých studiích byly zklamáním (Glynne-Jones et al. 2013, Marquardt et al. 2009, Torino 
et al. 2013). Aflibercept je rekombinantní fúzní protein, který se skládá z VEGF-vazebných 
částí tvořených extracelulárními doménami lidských VEGF receptorů 1 a 2 fúzovaných k Fc 
části lidského IgG1. Aflibercept (VEGF-trap) funguje jako dominantně negativní 
kompetitivní inhibitor VEGF receptorů. Aflibercept vykazuje vyšší afinitu k VEGF než 
bevacizumab (Klener a Klener Jr 2010). Regorafenib je multikinázový inhibitor, který 
moduluje receptory VEGF, fibroblastový růstový faktor (FGF), růstový faktor krevních 
destiček (PDGF), BRAF, růstový faktor kmenových buněk (KIT) a rearranged during 
transfection (RET), čímž také kromě jiného blokuje růst tumoru a angiogenezi (Dobiášová 
2018). Ramucirumab je plně lidská IgG1 monoklonální protilátka. Doposud neexistuje žádný 
prediktivní biomarker pro terapeutickou odpověď na inhibitory VEGF (Willett et al. 2004, 





1.3. Hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů pacientů s adenokarcinomem 
rekta  
  Imunoterapie s sebou přináší perspektivu dlouhodobé, možná i trvalé odpovědi a na rozdíl 
od jiných typů cílené léčby je imunoterapie účinná napříč spektrem nádorových onemocnění 
(Melichar et al. 2017). Původní „tumorcentrické“ paradigma je postupně nahrazováno 
modelem, který zahrnuje širokou škálu imunitních interakcí mezi nádorovou populací a 
hostitelským organismem (Novák et al., 2014). Nádorové mikroprostředí hraje významnou 
roli v celém procesu tumorgeneze i ve vztahu mezi nádorem a hostitelem (Blank et al. 2016)  
(Obrázek 2).  
 
Obrázek 2 
Nádorový imunogram - radarový graf zobrazuje sedm aspektů protinádorové imunity podle 
Blanka (Blank et al. 2016). 
 
Zkratky: 
CRP – C-reaktivní protein 
IFN-γ – interferon gamma 
IL-6 – interleukin 6 
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LDH – laktátdehydrogenáza 
MHC – major histocompatibility complex (hlavní histokompatibilní komplex) 
PD-L1 - programmed cell death protein ligand 1 
 
  Souvislost mezi imunitním systémem, jeho selháním a vznikem nádorů, je známa již dlouho, 
ale teprve v poslední době byly rozpoznány klíčové mechanismy imunitního systému, které 
přinesly účinnou možnost léčby inhibicí osy PD-1/PD-L1 (Lakomý et al. 2019). Terapie 
pomocí inhibitorů kontrolních bodů imunitní reakce je jedním z největších pokroků v léčbě 
onkologických onemocnění posledních let. S preklinickými i klinickými úspěchy 
imunoterapie zaměřené na kontrolní body imunitní reakce (check point inhibitory) je v 
poslední době zvýšená pozornost věnována účinkům radioterapie na buňky imunitního 
systému v nádorovém mikroprostředí (Gameiro et al. 2014, Wattenberg et al. 2014, Pilones et 
al. 2015). Role T lymfocytů v odpovědi organismu na ozáření byla prokázana již v roce 1979 
laboratorním pokusem, při kterém byla pozorována menší odpověď nádoru na ozáření u myší 
bez T lymfocytů (Stone et al. 1979, Doležel 2019). V radiobiologii postupně dochází k 
významnému posunu v chápání účinků radioterapie z tradičních “4R” (reparace, repopulace, 
redistribuce, reoxygenace) na současné “4R + 3E” (elimination, equilibrium, escape) (Buka et 
al. 2016a). Zjednodušeně řečeno to znamená, že současná radiobiologie se již nezaměřuje 
pouze na zlomy DNA v nádorové buňce způsobené ionizujícím zářením, ale i na účinky 
ionizujícího záření na okolní imunokompetentní buňky (Dunn et al. 2004, Ahmed et al. 2014, 
Vacchelli et al. 2016). Při poškození buňky ionizujícím zářením se do mezibuněčného 
prostoru uvolňuje DNA a ATP, které by se extracelulárně vůbec neměly nacházet (Sharma et 
al. 2011, Demaria et al. 2014). To silně přitahuje dendritické buňky, které se aktivují, migrují 
do lymfatických uzlin a kde aktivují naivní T lymfocyty na cytotoxické CD8+ T lymfocyty, 
které následně migrují do nádoru. Jedním z významných mechanismů buněčné protinádorové 
imunity je likvidace nádorových buněk CD8+ T lymfocyty. Dle preklinických studií se CD8+ 
T lymfocyty významně podílí na účincích radioterapie v ozařovaném poli (Lee et al. 2009, 
Yasuda et al. 2011, Golden et al. 2014). Potenciál CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů je 
značný nejen v prognóze pacientů a predikci odpovědi na léčbu, ale i v možnosti využití 
těchto buněk pro specifickou imunoterapii nádoru (Gooden et al. 2011, Střížová et al. 2019). 
  Vlivem chemotaktického gradientu nádorového mikroprostředí je přitahováno široké 
spektrum buněk imunitního systému. Zatímco hojná přítomnost cytotoxických T lymfocytů, 
paměťových lymfocytů a TH1 lymfocytů v nádorovém mikroprostředí bývá pravidelně 
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spojena s prodlouženým DFS, DSS a OS u primárních nádorů různých anatomických lokalit 
(kolorektální karcinom, melanom, karcinom prsu, plic, žaludku, jícnu, močového měchýře, 
pankreatu, hlavy a krku, a další) i odlišných histologických typů (adenokarcinom, 
dlaždicobuněčný karcinom, velkobuněčný karcinom, melanom), prognostický význam B 
lymfocytů, NK buněk, myeloid-derived-suppressor cells (MDSC), mikrofágů, pomocných T 
lymfocytů (Th2 a Th17) a regulačních T lymfocytů (Tregs) se u různých primárních nádorů a 
rozdílných histologických typů liší (Fridman et al. 2013, Galon et al. 2014). 
  Francouzský imunolog prof. Jerome Galon vypracoval metodiku vyšetření CD3+ a CD8 + 
tumor infiltrujících lymfocytů v invazivním okraji a v centru nádoru, nazvanou „Imunoskóre“. 
V invazivních okrajích nádoru, na rozdíl od centra nádoru, dochází k tvorbě epitelo-
mesenchymového přechodu, což je spojeno s expresí specifických antigenů, rozeznatelných 
imunitním systémem (Suarez-Carmona et al. 2017). Lepší prognostický význam by mělo 
ještě současné vyšetření paměťových, antigenem aktivovaných CD45RO+ T lymfocytů a 
granzymu B, který spolu s perforinem tvoří hlavní obsah cytoplazmatických granul 
cytotoxických T-lymfocytů a NK buněk. U těchto dvou vyšetření jsou však technické 
problémy, například se silným šumem pozadí, které by snižovaly reprodukovatelnost těchto 
vyšetření při zavedení do rutinní praxe. Proto bylo do Imunoskóre zařazeno pouze vyšetření 
CD3+ a CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů (Galon et al. 2016, Hermitte 2016, Kwak et al. 
2016, Mlecnik et al. 2016, Dundr et al. 2017). Metoda je pro zpřesnění predikce prognózy a 
klinického výstupu pacientů prováděna kvantifikací dvou lymfocytárních populací (CD3+ / 
CD8+) v centru a invazivním okraji nádorové tkáně. CD3+ je membránový glykoprotein 
specifický pro všechny subpopulace T lymfocytů. CD8+ lymfocyty (efektorové lymfocyty) 
jsou schopné za pomoci cytotoxických mechanismů perforinu a granzymu B uskutečnit lýzu 
nádorové buňky (Bindea et al. 2010, Becht et al. 2016). Molekuly perforinu permeabilizují 
membránu napadené buňky a umožní tím vstup granzymu B, který proteolyticky aktivuje 
apoptotickou kaskádu napadené buňky (Hořejší 2019). Jedná se o finální článek exekutivního 
řetězce specifické, protinádorové buněčné imunity (Závadová et al. 2015, Park et al. 2016). 
Imunoskóre prokázalo prognostický význam nejprve u kolorektálního karcinomu (Petruželka 
et al. 2015), následně u většiny typů solidních nádorů, a to jak primárních nádorů, tak i 
viscerálních (jaterních) a mozkových metastáz. V posledních letech je diskutována možnost 
rozšíření stávající TNM klasifikace o Imunoskóre na TNM-I (Fridman et al. 2011, Galon et 
al. 2012, Mei et al. 2014, Kirilovsky et al. 2016). TNM klasifikace se zaměřuje výhradně na 
nádorové buňky a opomíjí efekt imunitního systému pacienta. TNM klasifikace nepredikuje 
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odpověď pacienta na léčbu. Fenotyp tumoru však není určen pouze jeho epiteliální 
komponentou, ale také nádorovým mikroprostředím včetně buněk imunitního sytému (Galon 
et al. 2007, Závadová et al. 2015, Kourea et al. 2016). 
  Radioterapie a chemoterapie má velmi komplexní imunomodulační účinky, které ve 
výsledku nemusí být vždy jen imunosupresivní (Kopecký et al. 2012, Soukup et al. 2015). Při 
neoadjuvantní radiochemoterapii lokálně pokročilého karcinomu rekta nelze použít metodiku 
Imunoskóre v předléčebné endobiopsii, protože zpravidla není dost materiálu pro posouzení 
všech kritérií Imunoskóre (vyšetření hustoty tumor infiltrujících lymfocytů zvlášť v 
invazivním okraji a zvlášť v centru nádoru), lze však alespoň hodnotit hustotu cytotoxických 
CD8+ T lymfocytů (Galon et al. 2014). V této disertační práci byl hodnocen pouze typ a 
hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů, protože v biopsii před léčbou nebylo dostatečné 
množství materiálu pro vyšetření lokalizačního centra nádoru nebo jeho invazivního okraje 
(Buka et al. 2016a).  
  Chemoterapie a radioterapie byly v minulosti považovány za imunosupresiva, protože 
lymfocyty jsou velice radiosenzitivní a citlivé na protinádorovou chemoterapii (Crittenden et 
al. 2015, Teng et al. 2015). Radioterapie je obecně vnímána jako imunosupresivní modalita, 
částečně kvůli její známé imunosupresivní indikaci celotělové radioterapie při přípravě na 
alogenní transplantaci (Formenti et al. 2013). Nádorové mikroprostředí je však heterogenní a 
dynamické a vzájemné interakce mezi ionizujícím zářením a imunitním systémem jsou 
multifaktoriální (Hiniker et al. 2015, Janiak et al. 2017), závislé dávce/ kvalitě/ frakcionaci 
ionizujícího záření a typu imunitních buněk (Rödel et al. 2012, Swart et al. 2016). 
 
     
1.4. Vztah mezi léčebnou inhibicí VEGF a zvýšením protinádorové imunity  
  Postupně přibývá poznatků o vzájemných vztazích mezi léčebnou inhibicí VEGF a zvýšením 
protinádorové imunity (Goel et al. 2011, Gang et al. 2018). 
  Účinnost protinádorové imunoterapie blokováním kontrolních bodů imunitní reakce (check 
point inhibitorů) je limitována hypoxií a nízkou hustotou T lymfocytů uvnitř nádoru, což je 
důsledkem nízké perfúze v novotvořených nádorových kapilárách (Bellone et al. 2013). 
Abnormální nádorové cévy limitují i adhezi a extravazaci leukocytů uvnitř nádoru (De Bock 
et al. 2011, Carmeilt et al. 2011). Hypoxie zvyšuje imunosupresivní vlastnosti mikroprostředí 
nádoru tím, že zhoršuje efektorové funkce T-buněk (signalizace T-buněčných receptorů, 
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proliferaci a tvorbu cytokinů T-buňkami) (Whiteside 2008). Naproti tomu hyperoxie zvyšuje 
účinnost cytotoxických CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů, které korelují s lepší klinickou 
odpovědí na inhibici osy PD-1/PD-L1 (Hatfield et al. 2015, Cantelmo et al. 2017, Yaghoubi et 
al. 2019). Hypoxický nádor je geneticky nestabilní. Objevuje se nový genotyp se zvýšenou 
produkcí angiogenních faktorů. Tato změna, označovaná jako angiogenní přepnutí (switch), 
zahajuje proces angiogeneze (Klener2002, Rmali et al. 2007, Dvořák et al. 2016b). 
  Inhibice VEGF zlepšuje dostupnost imunokompetentních buněk do nádoru obnovením 
integrity kapilár, snížením intersticiálního tlaku v nádoru a zlepšením perfúze nádoru 
(Hamzah et al. 2008, Baronzio et al. 2012). Normalizovaná nádorová vaskulatura nejen že 
snižuje tkáňovou hypoxii a zlepšuje dostupnost cytostatik a kyslíku pro radioterapii, ale také 
zlepšuje protinádorovou imunitu (Huang et al. 2013, Jain2013). Navíc deprivace živin (jako 
je glukóza) brání proliferaci a aktivaci T-buněk do efektorových CD8 + tumor infiltrujících 
lymfocytů (Cham et al. 2005). Proto normalizace nádorových kapilár zvyšuje perfúzi v 
nádoru a tím i množství kyslíku a živin. Od inhibice VEGF lze proto očekávat zvýšení 
účinnosti protinádorové imunoterapie (Cantelmo et al. 2017). 
   Zlepšení léčebné odpovědi protinádorovou imunoterapií, ke které dochází při inhibici 
VEGF, může být způsobeno inhibicí imunosupresivních funkcí VEGF na efektorové T buňky 
(Shi et al. 2013, Voron et al. 2015, Hendry et al. 2016) (Obrázek 3). VEGF inhibuje funkci T 
buněk, zvyšuje doplňování myeloidních supresorových buněk (MDSC) a regulačních T buněk 
(Tregs) a zabraňuje diferenciaci a aktivaci dendritických buněk (DC) (Yang et al. 2018, Amin 
et al. 2019). Inhibice signalizace VEGF zvyšuje účinnost efektorových T-buněk tím, že 
prostřednictvím normalizace nádorových kapilár zvyšuje jejich dostupnost v nádoru a 
současně inhibuje VEGF indukovanou upregulaci inhibičních kontrolních bodů imunitní 
reakce (Huang et al. 2012, Terme et al. 2013).  












Schematický obrázek působení inhibitorů VEGF a inhibitorů PD-1/PD-L1 v nádorovém 






PD-1 - programmed cell death protein 1 
PD-L1 - programmed cell death protein ligand 1 
MSDC - myeloid-derived suppressor cells  
VEGF - vascular endothelial growth factor   
 
 
  Vzhledem k aktuálním úspěchům inovativní protinádorové imunoterapie se kombinace 
inhibitorů VEGF s inhibitory kontrolních bodů imunitní reakce jeví jako atraktivní léčebná 
strategie. Klíčem k úspěšnému klinickému použití této kombinované strategie je pochopení 
vzájemných interakcí mezi těmito dvěma léčebnými postupy (Cantelmo et al. 2017, 











2. Cíle disertační práce 
  Záměrem práce je hodnocení dynamiky změn dvou biomarkerů VEGF a CD8+ tumor 
infiltrujících lymfocytů (TIL) v jednom souboru pacientů s lokálně pokročilým 
adenokarcinomem rekta léčených předoperační radiochemoterapií. 
  Pracovní hypotéza je, že pacienti s vyšší expresí VEGF budou mít delší dobu celkového 
přežití než pacienti s nižší expresí VEGF a pacienti s vyšší hustotou CD8+ TIL budou mít 
delší dobu celkového přežití než pacienti s nižší hustotou CD8+ TIL.  
  Primárními cíli této práce je retrospektivně zhodnotit vliv předoperační radiochemoterapie 
na expresi vaskulárního endoteliálního růstového faktoru (VEGF) a imunomodulační účinek 
předoperační radiochemoterapie lokálně pokročilého karcinomu rekta imunohistochemickým 
vyšetřením hustoty VEGF a CD8+ TIL v endobiopsii před předoperační radiochemoterapií a 
u stejných pacientů v chirurgickém resekátu po předoperační radiochemoterapii. 
  Sekundárním cílem této práce je retrospektivní analýza výsledků léčby předoperační 
radiochemoterapií 53 pacientů s lokálně pokročilým adenokarcinomem rekta na Klinice 
onkologie a radioterapie FN Hradec Králové. Hodnocené parametry: TNM stadium, věk, 
pohlaví, histologický grading, anatomická sublokalizace nádoru, typ chirurgického výkonu, 
dokončení plánované léčby, hodnocení celkového přežití, počtu a lokalizace recidiv. 
 
3. Pacienti a metody 
3.1. Charakteristika pacientů  
  Do studie bylo zařazeno 53 pacientů, 38 mužů a 15 žen, s lokálně pokročilým 
adenokarcinomem rekta, kteří byli léčeni na Klinice onkologie a radioterapie FN Hradec 
Králové od února 2001 do listopadu 2006. Práce byla v souladu se souhlasným stanoviskem 
Etické komise Fakultní nemocnice Hradec Králové, Sokolská 581, 500 05 Hradec Králové ze 
dne 13.10.2005 s projektem „Korelace mezi expresí některých imunohistochemických 
parametrů nemocných ozařovaných pro adenokarcinom rekta“. Medián věku činil 63 (41-75) 
let. Klinická TNM klasifikace před předoperační radiochemoterapií: II.stadium 16 pacientů a 
III.stadium 37 pacientů (Obrázek 4, Tabulka 1). Anatomická sublokalizace nádoru: dolní 
rektum (0 - 5 cm) 19 pacientů, střední rektum (výše než 5 - 10 cm) 28 pacientů a horní rektum 




  Histologická vyšetření chirurgického resekátu byla prováděna ve Fingerlandově ústavu 
patologie FN v Hradci Králové. Materiál byl rutinně fixován v 10% formalinu, zpracován 
běžnou parafínovou technikou a barven hematoxylinem-eosinem. Stanoven byl histologický 
typ nádoru a stupeň jeho diferenciace. Ve všech případech se jednalo o adenokarcinom. 
Histologický grading v endobiopsii při předléčebné koloskopii byl u 3 pacientů dobře 
diferencovaný, u 32 pacientů středně a u 18 pacientů nízce diferenocovaný. Histologický 
grading v chirurgickém resekátu byl u 3 pacientů dobře diferencovaný, u 28 pacientů středně 
a u 20 pacientů málo diferencovaný. U dvou pacientů bylo dosaženo patologické kompletní 
remise, proto histologický grading v chirurgickém resekátu nebylo možné hodnotit (Obrázek 
6, Tabulka 2) (Buka et al. 2016a, Buka et al. 2017). 
 
Obrázek 4 
Koláčový graf předléčebného klinického stadia 
 
Popis grafu: 
Modrá barva – 16 pacientů diagnostikovaných ve II. klinickém stadiu 
















věk pohlalví předléčebné 
klinické TNM 
stadium 
patologické TNM stadium  
1 64 Ž cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
2 57 M cT3cN1M0 ypT3ypN1M0 
3 71 M cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
4 72 Ž cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
5 60 M cT3cN1M0 ypT1ypN0M0 
6 60 Ž cT3cN1M0 ypT2ypN0M0 
7 53 Ž cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
8 66 M cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
9 63 M cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
10 59 M cT3cN1M0 ypT3ypN1M0 
11 70 M cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
12 62 Ž cT3cN0M0 ypT2ypN0M0 
13 75 M cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
14 74 M cT4cN1M0 ypT3ypN0M0 
15 58 M cT3cN0M0 ypT3ypN1M0 
16 67 Ž cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
17 67 M cT3cN1M0 ypT3ypN1M0 
18 53 M cT4cN1M0 ypT3ypN0M1(HEP) 
19 58 M cT3cN0M0 ypT2ypN0M0 
20 71 M cT4cN1M0 ypT2ypN0M0 
21 75 M cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
22 67 M cT3cN1M0 ypT2ypN0M0 
23 70 M cT3cN1M0 ypT3ypN1M0 
24 60 M cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
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25 64 M cT4cN1M0 ypT3ypN0M0 
26 67 Ž cT4cN1M0 ypT3ypN1M0 
27 60 M cT4cN1M0 ypT2ypN0M0 
28 67 M cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
29 50 M cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
30 64 Ž cT4cN1M0 ypT4ypN0M1(HEP) 
31 72 M cT3cN1M0 ypT3ypN0M1(HEP) 
32 64 M cT3cN0M0 ypT2ypN1M0 
33 61 M cT3cN1M0 ypT2ypN0M0 
34 57 M cT3cN0M0 ypT2ypN0M0 
35 74 M cT3cN1M0 ypT0ypN0M0 pCR 
36 75 Ž cT3cN1M0 ypT0ypN0M0 pCR 
37 70 M cT3cN1M0 ypT3ypN1M0 
38 50 M cT3cN1M0 ypT2ypN0M0 
39 72 Ž cT3cN1M0 ypT3ypN1M0 
40 59 M cT3cN1M0 ypT3ypN1M0 
41 64 Ž cT3cN1M0 ypT2ypN0M0 
42 58 Ž cT3cN1M0 ypT1ypN0M0 
43 75 Ž cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
44 61 M cT3cN1M0 ypT2ypN0M0 
45 69 M cT3cN0M0 ypT1ypN0M0 (mikr. rez. tu) 
46 63 M cT3cN1M0 ypT1ypN0M0 (mikr. rez. tu) 
47 41 M cT3cN1M0 ypT3ypN0M0 
48 61 M cT3cN0M0 ypT3ypN0M0 
49 63 M cT4cN1M0 ypT1ypN1M0 
50 41 Ž cT2cN1M0 ypT2ypN1M0 
51 59 M cT3cN0M0 ypT1ypN0M0 
52 42 Ž cT3cN0M0 ypT1ypN0M0 





M – muž 
Ž – žena 
cTcNM – předléčebná klinická TNM klasifikace 
ypTypNM – patologická TNM klasifikace chirurgického resekátu po předoperační 
radiochemoterapii 
pCR – patologická kompletní odpověď 




Koláčový graf anatomické lokalizace karcinomu rekta 
 
Popis grafu: 
Modrá barva – 6 pacientů horní rektum (> 10 cm) 
Hnědá barva – 28 pacientů střední rektum (> 5 – 10 cm)  


















Modré sloupce: histologický grading v předléčebných endobiopsiích (počet pacientů) 
Hnědé sloupce: histologický grading v chirurgických resekátech (počet pacientů) 
Poznámka: 2 pacienti po předoperační radiochemoterapii dosáhly pCR 
 
Tabulka 2 
Charakteristika pacientů: histologický grading v předléčebné endobiopsii a v chirurgickém 
resekátu 
Pacient číslo Grading v předléčebné 
endobiopsii 
Grading v chirurgickém resekátu 
1 2 2 
2 2 3 
3 1 2 
4 3 3 
5 2 2 


















7 2 2 
8 2 2 
9 3 2 
10 3 3 
11 2 3 
12 1 2 
13 2 3 
14 2 2 
15 3 2 
16 2 2 
17 3 3 
18 3 3 
19 3 2 
20 2 2 
21 2 2 
22 2 2 
23 2 2 
24 3 3 
25 2 3 
26 3 3 
27 2 2 
28 2 2 
29 2 2 
30 2 3 
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31 3 3 
32 3 3 
33 3 2 
34 2 2 
35 2 - 
36 1 - 
37 2 2 
38 2 3 
39 3 3 
40 2 2 
41 2 2 
42 2 1 
43 2 2 
44 3 3 
45 2 1 
46 3 2 
47 2 2 
48 3 3 
49 2 2 
50 2 3 
51 3 2 
52 3 2 
53 2 3 
 




  Předoperační radiochemoterapie sestávala z radioterapie na oblast malé pánve ze 4 polí box 
technikou, lineárním urychlovačem (Clinac 600, Clinac 2100, nebo Varian, Varian Medical 
Systems, Palo Alto, CA, USA), ložiskovou dávkou 45 Gy/ 25 frakcí/ 5x týdně, následně boost 
5,4 Gy/ 3 frakce zmenšenými poli na oblast tumoru (Obrázek 7) s potenciací 5-fluorouracilem 
v dávce 200 mg/ m2 /den kontinuálně po dobu radioterapie s víkendovými přerušeními 
(Dvorak et al. 2010). Ve snaze o dosažení vysoké homogenity hodnoceného souboru nebyli 
do studie zařazeni pacienti léčení IMRT technikou, boostem brachyterapie nebo potenciací 
capecitabinem. Všichni pacienti dokončili plánovanou dávku radioterapie. Dva pacienti 
nedokončili plánovanou potenciaci 5-fluorouracilem, a to z důvodu hematologické toxicity. 
Chirurgický zákrok byl prováděn 4-6 týdnů po ukončení předoperační radiochemoterapie.       
Toxicita léčby radiochemoterapií byla hodnocena dle „Common toxicity criteria for adverse 
events v4.0 (CTCAE)“ (Common Toxicity Criteria 2018). 
 
Obrázek 7 
Izodozní plán předoperační radioterapie dolního rekta T3N0M0 
1 a transverzální rovina, 1 b 3 D digitálně rekonstruovaný radiogram 




3.3. Metodika imunohistochemického vyšetření VEGF 
  V archivních parafinových bločcích byla imunohistochemicky vyšetřena exprese VEGF. Ve 
světelném mikroskopu byla hodnocena pozitivita reakce. Byl používán komerční kit 
monoklonální myší protilátky proti lidskému VEGF (M7273, Dako, Dánsko). Exprese VEGF 
byla hodnocena semikvantitativně: 0 = žádná exprese; 1 = slabá exprese (Obrázek 8); 2 = 
středně silná exprese (Obrázek 9); 3 = silná exprese (Obrázek 10). U stejného pacienta bylo 
vždy provedeno imunohistochemické vyšetření v předléčebné endobiopsii a v chirurgickém 
resekátu po předoperační radiochemoterapii. Snímky byly hodnoceny zkušeným patologem, 




Slabá exprese VEGF (1+) v reziduálních žlázkách adenokarcinomu rekta uložených ve 







Středně intenzivní exprese VEFG (2+) ve středně diferencovaném adenokarcinomu rekta po 


















Silná exprese VEFG (3+) ve středně diferencovaném adenokarcinomu rekta po předoperační 














3.4. Metodika imunohistochemického vyšetření CD8+ tumor infiltrujících 
lymfocytů   
  K imunohistochemickému průkazu CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů v archivních 
parafinových bločcích byl používán komerční kit monoklonální myší protilátky proti CD8 
(M7103, Dako, Glostrup, Denmark). Počet CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů v nádorové 
tkáni byl hodnocen kvantitativně (počet CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů na 1 mm2 
nádoru) (Obrázek 11 a 12). U stejného pacienta bylo vždy provedeno imunohistochemické 
vyšetření v předléčebné endobiopsii a v chirurgickém resekátu po předoperační 
radiochemoterapii.  Snímky byly hodnoceny zkušeným patologem, který nebyl obeznámen s 
výsledky léčby u pacientů (Buka et al. 2016a). 
 
Obrázek 11 
Nízká hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů ve středně diferencovaném 







Vysoká hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů ve středně diferencovaném 
adenokarcinomu rekta v chirurgickém resekátu po předoperační radiochemoterapii, zvětšeno 












3.5. Statistické metody 
  Ke statistickému hodnocení byl používán program „Number Cruncher Statistical Systems 9 
NCSS“ (Kaysville, UT, USA) (Hintze 2001). Základní metody deskriptivní statistiky byly 
použity k výpočtu hodnot mediánu, průměru a 95% intervalů spolehlivosti pro kontinuální 
data; absolutních a relativních četností pro kategorická data.  Celkové přežití (overall 
survival) a přežití bez nemoci (disease free survival) byly hodnoceny pomocí Kaplan-
Meierovy analýzy. Bylo provedeno vyšetření prognostického významu sledovaných 
parametrů exprese VEGF a hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů log rank testem a 
Cox regresní analýzou. Vliv exprese VEGF a hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů 
byl hodnocen chí-kvadrát testem. Ve všech případech bylo rozhodnutí o statistické 
významnosti založeno na úrovni významnosti α = 0,05. 
 
4. Vlastní výsledky 
4.1. Adenokarcinom rekta  
  Nevyskytl se žádný případ mortality v souvislosti s léčbou. Předoperační radiochemoterapie 
byla ve většině případů dobře tolerována, všichni pacienti dokončili plánovanou dávku 
radioterapie. Dva pacienti nedokončili plánovanou potenciaci 5-fluorouracilem z důvodu 
hematologické toxicity. 
  V průběhu předoperační radiochemoterapie se u tří pacientů (jednoho muže a dvou žen) 
vyskytl průjem stupně 3 a u 2 pacientů (jednoho muže a jedné ženy) došlo k leukopenii stupně 
3. Medián nadiru koncentrace hemoglobinu činil 124 (rozmezí 92-165) g / l, medián nadiru 
leukocytů byl 4,2 (rozmezí 1,6-14,5) 109 / l a medián nadiru trombocytů byl 198 (rozmezí 93-
263) 109 / l. V souboru nebyl zaznamenán žádný případ syndromu dlaní a chodidel (hand-foot 
skin reaction - HFSR). 
  Po předoperační radiochemoterapii byla provedena radikální (R0) resekce nádoru u 51 
pacientů: radikální resekce nádoru se zachováním anu u 22 pacientů a abdominoperineální 
amputace rekta u 29 pacientů. Radikální resekce s mikroskopicky pozitivními okraji (R1) byla 
provedena u 2 pacientů: u 1 pacienta se zachováním anu a 1 pacienta abdominoperineální 
amputace rekta (Tabulka 3). 
  Patologická TNM klasifikace po předoperační radiochemoterapii: patologická kompletní 
remise byla verifikována u 2 pacientů, u dalších 2 pacientů bylo nalezeno pouze 
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mikroskopické reziduum onemocnění, I.stadium 16 pacientů, II.stadium 18 pacientů, 
III.stadium 12 pacientů, IV.stadium 3  pacienti. U IV. stadia se ve všech případech jednalo o 
metastázy jater zjištěné při operaci. Downstagingu bylo dosaženo u 34 pacientů (64%) (Buka 
et al. 2016a, Buka et al. 2017).   
   
Tabulka 3 
Typ chirurgického výkonu 
 Radikální resekce se 
zachováním anu (počet 
pacientů) 
Abdominoperineální 




negativními okraji (R0) 
22 29 
Resekce s mikroskopicky 




   
  Medián doby poléčebného sledování činil 109 měsíců (9,1 roku). V průběhu poléčebného 
sledování u 24 pacientů došlo k recidivě onemocnění a 30 pacientů zemřelo. V době 
hodnocení 22 pacientů žilo bez recidivy a 1 pacient žil s recidivou nádoru. Pětileté celkové 
















Doba celkového přežití pacientů s lokálně pokročilým adenokarcinomem rekta léčených 
předoperační radiochemoterapií ve dnech (plná čára). Medián doby celkového přežití je 











4.2. Vliv předoperační radiochemoterapie na expresi vaskulárního endoteliálního 
růstového faktoru adenokarcinomu rekta   
  Po předoperační radiochemoterapii se v chirurgickém resekátu exprese VEGF snížila u 24 
pacientů (45%), zvýšila u 7 pacientů (13%), nezměnila se u 20 pacientů (38%) a u 2 pacientů 
nebyla změna hodnotitelná, protože bylo dosaženo patologické kompletní odpovědi (Tabulka 
4 a Tabulka 5). Je zajímavé, že hladiny exprese VEGF vzrostly pouze u pacientů se skóre 1 a 
snížily se pouze u pacientů se skóre 3. 
  Medián doby celkového přežití (OS) byl kratší u pacientů, u kterých se po radiochemoterapii 
snížila exprese VEGF, avšak tento rozdíl nedosáhl statistické významnosti (p = 0.13) 
(Obrázek 14). Exprese VEGF nebyla významná v Cox regresní analýze ani log-rank testu. 
Snížení exprese VEGF po předoperační radiochemoterapii nebylo prediktivní pro odpověď na 

























1 0 232 1 242 
2 3 2 1 33 
3 3 9 3 3 
4 2 11 1 8 
5 2 32 2 27 
6 2 13 1 7 
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7 3 23 2 84 
8 2 7 2 12 
9 3 1 2 1 
10 3 22 1 2 
11 3 14 1 10 
12 2 5 2 319 
13 3 4 1 1 
14 2 2 1 11 
15 2 31 2 189 
16 3 42 3 57 
17 1 1 1 2 
18 1 7 1 39 
19 3 2 1 3 
20 2 3 1 6 
21 3 42 3 230 
22 3 6 2 34 
23 3 1 1 4 
24 2 1 3 19 
25 1 4 2 8 
26 3 59 2 70 
27 3 6 2 75 
28 3 8 2 20 
29 3 1 1 16 
30 3 108 1 69 
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31 2 2 1 18 
32 2 11 2 15 
33 3 48 1 72 
34 3 30 3 36 
35 2 60 - - 
36 2 58 - - 
37 2 159 2 6 
38 3 22 3 7 
39 3 4 2 3 
40 2 3 3 4 
41 3 212 3 15 
42 1 63 3 82 
43 3 19 3 13 
44 2  3  
45 1 1 0  
46 2 126 2 19 
47 2 19 2 38 
48 2 2 2 113 
49 3 49 2 34 
50 3 39 3 101 
51 3 49 2 3 
52 2 27 2 22 






TIL - tumor infiltrující lymfocyty  
VEGF - vaskulární endoteliární růstový faktor 




Skóre exprese vaskulárního endotheliálního růstového faktoru (VEGF) v předléčebné 
endobiopsii a chirurgickém resekátu  
 
Exprese VEGF  Předléčebná endobiopsie (pacienti) Chirurgický resekát (pacienti) 
Score 0 1 (2 %) 1 (2%) 
Score 1+ 5 (9%) 17 (32 %) 
Score 2+ 21 (40 %) 20 (38%) 
Score 3+ 26 (49%) 13 (24 %) 
pCR po RCHT   2 (4%) 
 
Zkratky:  
VEGF - vaskulární endotheliální růstový faktor 
pCR - patologická kompletní odpověď 
















Křivka celkového přežití pacientů bez snížení exprese  VEGF po předoperační 
radiochemoterapii (plná křivka) 
Křivka celkového přežití pacientů se snížením exprese  VEGF po předoperační 











4.3. Vliv předoperační radiochemoterapie na hustotu CD8+ tumor infiltrujících 
lymfocytů adenokarcinomu rekta    
  Medián hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů v endobiopsii před radiochemoterapií 
činil 12 (1-232) CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů a v chirurgickém resekátu po 
radiochemoterapii 18 (1-319) CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů. V průběhu předoperační 
radiochemoterapie došlo u 30 (57%) pacientů k nárůstu hustoty CD8+ tumor infiltrujících 
lymfocytů, u 18 (34%) pacientů došlo k poklesu, u 1 pacienta zůstala hustota CD8+ tumor 
infiltrujících lymfocytů zachována, u 2 pacientů nebylo možné změnu hustoty CD8+ tumor 
infiltrujících lymfocytů hodnotit z důvodu patologické kompletní odpovědi po 
radiochemoterapii. U 2 pacientů nebylo možné hustotu CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů 
hodnotit z důvodu nedostatku materiálu pro imunohistochemické vyšetření (u jednoho 
pacienta v endobiopsii a jiného pacienta v chirurgickém resekátu). Nárůst hustoty CD8+ 
tumor infiltrujících lymfocytů po radiochemoterapii neměl signifikantní vliv na celkové 
přežití v Coxově regresní analýze (p = 0,16) a v logrank testu (p = 0,16). Nesignifikantní byl 
také vliv nárůstu CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů na downstaging hodnocený chí-
kvadrátem (p = 0,37). Pacienti s nárůstem hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů po 
radiochemoterapii měli statisticky nesignifikantní 2,5krát delší medián celkového přežití v 
porovnání s ostatními pacienty bez nárůstu hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů 





























5.1. Adenokarcinom rekta  
  Výsledky léčby, včetně pětiletého celkového přežití, četnosti recidiv a vedlejších účinků, 
byly porovnány s publikovanou literaturou (Rödel et al. 2016). V německé studii III. klinické 
fáze CAO / ARO / AIO-94 byla pozorována signifikantně vyšší akutní toxicita u žen ve 
srovnání s pacienty mužského pohlaví podstupující předoperační radiochemoterapii 
adenokarcinomu rekta. Ve studii bylo 654 pacientů (197 žen a 457 mužů) léčených 
radiochemoterapií (Wolff et al. 2013). V naší studii nebyl pozorován rozdíl mezi pohlavími v 
akutní toxicitě, což mohlo být způsobeno omezeným počtem pacientů v naší studii 
v porovnání s německou studií. 
  Limitacemi této disertační práce je její retrospektivní charakter, technická omezení metodiky 
imunohistochemie a omezený počet hodnocených pacientů (53). 
 
5.2. Vliv předoperační radiochemoterapie na expresi vaskulárního endoteliálního 
růstového faktoru adenokarcinomu rekta  
  V této disertační práci byla pozorována rozdílná exprese VEGF po předoperační 
radiochemoterapii se sníženou expresí pozorovanou u většiny pacientů. Snížená exprese 
VEGF byla spojena se statistickým trendem ke kratšímu celkovému přežití. Nelze vyloučit, že 
u větší skupiny pacientů by prognostický význam exprese VEGF byl více zřejmý a mohl by 
dosáhnout statistické významnosti. Je zajímavé, že prognóza pacientů se zhoršovala při 
poklesu VEGF. To je třeba vzít v úvahu s ohledem na škody způsobené destrukcí angiogeneze 
antiangiogenními činidly. Vzhledem k tomu, že výsledky studie naznačují souvislost mezi 
poklesem VEGF během předoperační radiochemoterapie a zhoršením prognózy pacientů, lze 
předpokládat, že inhibice angiogeneze pomocí bevacizumabu během předoperační 
radiochemoterapie pro adenokarcinom rekta by mohla být kontraproduktivní. 
  Studie japonských autorů hodnotila expresi VEGF před a po neoadjuvantní předoperační 
radioterapii adenokacinomu rekta na 16 pacientech, u kterých byla imunohistochemicky 
vyšetřena exprese VEGF v endobiopsii před neoadjuvantní radioterapií a v operačním 
resekátu po neoadjuvantní radioterapii (Nozue et al. 2001). V endobiopsii před radioterapií 
nebyl ve 4 případech VEGF exprimován, ve 12 případech byl exprimován, z toho ve 4 
případech silně. V operačním resekátu po předoperační radioterapii nebyl VEGF exprimován 
v 1 případě, v 15 případech byl exprimován, z toho ve 14 případech silně. Ve 12 ze 16 
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případů byla exprese VEGF po radioterapii silnější než před radioterapií, v porovnání pouze s 
1 případem, ve kterém byla exprese po radioterapii slabší než před ozářením (Nozue 2001 et 
al. 2001). Na rozdíl od japonské studie v této práci byla místo samostatné předoperační 
radioterapie používána radiochemoterapie s konkomitantní aplikací kontinuálního 5-
fluorouracilu, a to na větším souboru pacientů. 
  Expresi VEGF v endobiopsii před neoadjuvantní předoperační radioterapií adenokarcinomu 
rekta ve vztahu k účinnosti radioterapie na primární nádor dle histologie operačního resekátu 
po neoadjuvantní radioterapii hodnotila studie na 59 pacientech (Zlobec et al. 2005). Do 
studie byli zařazeni pacienti s lokálně pokročilým adenokarcinomem rekta bez abdominální 
lymfadenopatie a bez vzdálených metastáz, kteří byli léčeni neoadjuvantní brachyterapií 
vysokým dávkovým příkonem 26 Gy/4 frakce ve 4 po sobě následujících dnech, chirurgický 
výkon následoval 4 - 8 týdnů po ukončení brachyterapie. Dle histologie operačního resekátu 
byly v této studii nádory rozděleny do 3 skupin: patologická kompletní odpověď po 
radioterapii - ypT0, částečná odpověď po radioterapii – mikroložiska adenokarcinomu 
velikosti 0,3 - 0,9 cm v průměru, nádor neodpovídající na radioterapii – velký reziduální 
adenokarcinom. Pro účely této studie byly statisticky hodnoceny pouze patologické kompletní 
odpovědi po radioterapii a nádory neodpovídající na radioterapii. Průměrná exprese VEGF 
byla u nádorů neodpovídajících na radioterapii statisticky významně větší než u nádorů, kde 
bylo dosaženo patologické kompletní odpovědi ypT0 radioterapií (p = 0,035). U téměř 
poloviny (47%) všech nádorů, u kterých bylo dosaženo patologické kompletní odpovědi 
radioterapií, byla exprese VEGF ≤ 10%. U 11 pacientů byla exprese 0%, a u všech (100%) 
těchto pacientů bylo radioterapií dosaženo patologické kompletní odpovědi. U 52% nádorů 
neodpovídajících na radioterapii byla exprese VEGF ≥ 80%. Dle výsledků této studie 
imunohistochemické vyšetření VEGF v endobiopsii před neoadjuvantní radioterapií může být 
užitečným markerem, který predikuje odpověď nádoru na předoperační radioterapii (Zlobec et 
al. 2005). 
  Expresi VEGF, EGFR, p53, Bcl-2 a apoptosis protease – activating factor - 1 (APAF-1) v 
edndobiopsii před neoadjuvantní předoperační radioterapií adenokarcinomu rekta, ve vztahu k 
účinnosti radioterapie na primární nádor, hodnotila studie na 104 pacientech (Zlobec et al. 
2008). Do studie byli zařazeni pacienti s lokálně pokročilým adenokarcinomem rekta bez 
abdominální lymfadenopatie a bez vzdálených metastáz, kteří byli léčeni neoadjuvantní 
brachyterapií vysokým dávkovým příkonem 26 Gy/4 frakce ve 4 po sobě následujících dnech, 
chirurgický výkon následoval 4 - 8 týdnů po ukončení brachyterapie. Dle histologie 
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operačního resekátu byly v této studii nádory rozděleny do 2 skupin: 1.skupina: patologická 
kompletní odpověď po radioterapii - ypT0 a 2.skupina nádory neodpovídající na radioterapii, 
kam byly zařazeny nádory s částečnou odpovědí po radioterapii - mikroložiska 
adenokarcinomu velikosti 0,3 - 0,9 cm v průměru i velké reziduální adenokarcinomy. Vztah 
mezi expresí těchto markerů v endobiopsii a patologické kompletní odpovědi po předoperační 
radioterapii byl statisticky hodnocen univariantní i multivariantní analýzou. V multivariantní 
analýze byly jak negativní exprese VEGF (p = 0,009), tak i pozitivní exprese EGFR (p = 
0,01) nezávislými prediktivními markery kompletní patologické odpovědi po radioterapii. V 
případě současné negativní exprese VEGF a pozitivní exprese EGFR činila pravděpodobnost 
patologické kompletní odpovědi po radioterapii 12,8%. Naopak ze 34 nádorů, u kterých byla 
pozitivní exprese VEGF a současně negativní exprese EGFR, u 32 (94,1%) nádorů nebylo 
radioterapií dosaženo kompletní patologické odpovědi. Podskupina nádorů, u kterých je v 
endobiopsii pozitivní exprese VEGF a současně negativní exprese EGFR, je velmi rezistentní 
k radioterapii a tito pacienti by měli být kandidáty kombinované neoadjuvantní 
biochemoradioterapie (Zlobec et al. 2008). 
  K předoperační radioterapii adenokarcinomu rekta je v současné době standardně používána 
zevní radioterapie lineárním urychlovačem, tak jako je tomu v této práci. Brachyterapie může 
být v současné léčbě lokálně pokročilého adenokarcinomu rekta používána k boostu zevní 
radioterapie nebo jako salvage radioterapie lokální recidivy. Použití samostatné brachyterapie 
k neoadjuvantní předoperační léčbě lokálně pokročilého adenokarcinomu rekta je v současné 
době experimentálním přístupem.  
  První koncept antiangiogenní léčby měl za cíl zničit nádorové cévy, ale paradoxně se 
ukázalo, že antiangiogenní léky normalizují vaskulaturu a tím zlepšují dopravu cytostatik 
k nádorovým buňkám (Maj et al. 2016, Lin et al. 2016). Výsledky této studie podporují 
pozitivní význam normalizace nádorové vaskulatury spíše než její destrukce. 
  Významnou limitací této retrospektivní pilotní studie je relativně malý počet pacientů (53). 
Omezená velikost studované skupiny pacientů byla motivována záměrem analyzovat 
homogenní soubor pacientů léčených v jednom centru za použití konzistentního režimu 
radiochemoterapie, stejného chirurgického postupu a patologického zpracování vzorků. 
Podskupina pacientů bez snížení exprese VEGF byla heterogenní a zahrnovala pacienty s 
kompletní patologickou odpovědí, která by mohla přispět k signifikantnímu pozitivnímu 
výsledku studie. Proto hypotéza, že snížení exprese VEGF po radiochemoterapii může být 
spojeno s horší prognózou, by měla být zkoumána na větší skupině pacientů. 
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  Ve třech obdobně koncipovaných klinických studiích s odběrem endobiopsie při předléčebné 
koloskopii a v chirurgickém resekátu po předoperační radiochemoterapii bylo pozorováno, že 
zvýšená exprese EGFR během neoadjuvantní radiochemoterapie u pacientů s lokálně 
pokročilým adenokarcinomem rekta je spojena se statisticky významně kratším celkovým 
přežitím i kratším přežitím bez známek recidivy (Dvorak et al. 2012, Richter et al. 2014, 
Richter et al. 2015). Takováto korelace však nebyla pozorována v této studii u VEGF. 
 
5.3. Vliv předoperační radiochemoterapie na hustotu CD8+ tumor infiltrujících 
lymfocytů adenokarcinomu rekta   
  V hodnoceném souboru pacientů s lokálně pokročilým karcinomem rekta jsme pozorovali 
vzestup mediánu hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů v chirurgickém resekátu po 
předoperační radiochemoterapii v porovnání s předléčebnou endobiopsií. Pacienti s nárůstem 
CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů po radiochemoterapii měli 2,5krát delší medián 
celkového přežití, který však v našem souboru nebyl statisticky signifikantní, což je 
pravděpodobně způsobeno omezeným počtem 53 pacientů. Výsledky naší studie jsou ve 
shodě s výsledky studií na větším počtu pacientů.  
  V retrospektivní studii celkem 136 pacientů s lokálně pokročilým karcinomem rekta 
léčených předoperační samostatnou radioterapií (30 pacientů), samostatnou chemoterapií (24 
pacientů) nebo konkomitantní radiochemoterapií (63 pacientů) byla imunohistochemicky 
vyšetřena hustota CD3+ a CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů v endobiopsii před zahájením 
předoperační radiochemoterapie a v chirurgickém resekátu po předoperační 
radiochemoterapii. V chirurgickém resekátu po předoperační radioterapii, chemoterapii a 
radiochemoterapii byla statisticky významně zvýšena hustota CD3+ a CD8+ tumor 
infiltrujících lymfocytů v porovnání s předléčebnou endobiopsií. Přitom nebyl signifikantní 
rozdíl mezi jednotlivými modalitami předoperační léčby. Vysoká hustota CD3+ a CD8+ 
tumor infiltrujících lymfocytů v předléčebné endobiopsii predikovala dobrou léčebnou 
odpověď na předoperační radiochemoterapii (p = 0,033 a p = 0,021), signifikantně delší 
celkové bezpříznakové přežití (p = 0,010 a p = 0,022) a signifikantně delší celkové přežití (p 
= 0,019 a p = 0,003). Tato studie prokázala, že předoperační radiochemoterapie karcinomu 
rekta může zvýšit lokální imunitní odpověď zvýšením hustoty tumor infiltrujících lymfocytů 
(Teng et al. 2015). 
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  V retrospektivní studii na 276 pacientech s karcinomem kolorekta při době poléčebného 
sledování 14 let byl prokázán prognostický význam tumor infiltrujících lymfocytů. Exprese 
tumor infiltrujících lymfocytů v univariantní i multivariantní analýze byla statisticky 
významně spojena s delší dobou přežití bez recidivy i delší dobou celkového přežití. V této 
studii byla pozorována i inverzní korelace mezi přítomností tumor infiltrujících lymfocytů a 
TNM stadiem karcinomu kolorekta: zvýšená přítomnost tumor infiltrujících lymfocytů u 
časných stadií karcinomu a snížená přítomnost tumor infiltrujících lymfocytů u pokročilých 
stadií karcinomu (Ropponen et al. 1997). 
  V retrospektivní studii na 371 pacientech s karcinomem kolorekta byly imunohistochemicky 
vyšetřeny CD8+ tumor infiltrující lymfocyty. Hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů 
inverzně korelovala s TNM stadiem onemocnění. V univariantní analýze byl statisticky 
významný rozdíl v době přežití dle hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů teprve po 1-2 
letech poléčebného sledování, a to ve prospěch vyšší hustoty CD8+ tumor infiltrujících 
lymfocytů. V multivariantní analýze byla prokázána statisticky významně delší doba přežití 
při vyšší hustotě CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů při době poléčebného sledování delší 
než 2 roky, ale nikoliv kratší než 2 roky. Hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů byla 
signifikantně vyšší u pacientů, kteří po léčbě žili déle než 5 let (Chiba et al. 2004).  
  Ve studii na 3 nezávislých kohortách 415, 119 a 69 pacientů s I.-III. stadiem kolorektálního 
karcinomu byla vyšetřena hustota CD3+ tumor infiltrujících lymfocytů v centru nádoru a v 
jeho invazivním okraji. Byl prokázán jejich prognostický význam, pokud byly vyšetřeny 
pouze v centru nádoru i pokud byly vyšetřeny pouze v invazivním okraji nádoru. Nejlepší 
prognostickou hodnotu mělo jejich vyšetření v obou oblastech. Stejná studie prokázala 
signifikantně nižší počet recidiv a delší celkové přežití pacientů s vysokou hustotou CD3+, 
CD8+, CD45RO+ tumor infiltrujících lymfocytů a granzymu B (Galon et al. 2006). 
  Studie na 411 pacientech s I. a II. stadiem karcinomu kolorekta prokázala příznivý 
prognostický význam vysoké hustoty CD8+ a CD45RO+ tumor infiltrujících lymfocytů 
(Pagès et al. 2009). Studie na 599 pacientech s I.-IV. stadiem kolorektálního karcinomu 
ukázala, že se hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů signifikantně snižuje spolu s 
progresí kolorektálního karcinomu v rámci T stadia i v rámci TNM stadia (Mlecnik et al. 
2011). 
  Imunoskóre pozitivně koreluje s prevalencí somatických mutací v lidských nádorech 
(Alexandrov et al. 2013, Galon et al. 2014). Karcinomy kolorekta, které vznikly na podkladě 
nestability mikrosatelitů způsobené mutací některého z mismatch repair genů odpovědných za 
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opravy replikačních chyb v DNA, jsou snáze rozeznatelné imunitním systémem, mají vyšší 
hustotu CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů a méně metastazují (Maby et al. 2015). Nádory 
s vysokou mutační náloží (high gene mutational load) mají lepší odpověď na léčbu check 
point inhibitory (Link et al. 2016, McGranahan et al. 2016, Quiroga et al. 2016, Boland et al. 
2017, Passardi et al. 2017). Mikrosatelitová nestabilita, která se vyskytuje u 10-15% 
sporadických karcinomů kolorekta (Kloor et al. 2014, De Smedt et al. 2015, Kim et al. 2016, 
Copija et al. 2017) je spojena s 10-50krát vyšší mutační zátěží (Le et al. 2015, Sun et al. 2016, 
Le et al. 2017). Pacienti s vysokou nestabilitou mikrosatelitů odpovídají na léčbu 
metastatického kolorektálního karcinomu inhibitory PD-1 (pembrolizumab, nivolumab), 
případně v kombinaci s inhibitory CTLA4 (nivolumab a ipilimumab) (Topalian et al. 2012, 
Basile et al. 2017, Overman et al. 2017, Overman et al. 2018) a v rámci klinických studií s  
inhibitorem PD-L1 (durvalumab, atezolizumab, avelumab) (Tabulka 6)  (Tapia et al. 2018, 
Lee et al. 2018). V naší studii jsme nestabilitu mikrosatelitů nehodnotili. Unikátní 
mechanismus účinku check point inhibitorů je doprovázen specifickými nežádoucími účinky, 
které se podobají autoimunitním onemocněním (immune-related adverse events) (Lakomý et 
al. 2019). 
  V současné době probíhá u různých typů solidních nádorů více než 200 klinických studií, 
které hodnotí imunoterapii pomocí tumor infiltrujících lymfocytů. Podaří-li se vytvoření 
jednotných guidelines pro měření a interpretaci tumor infiltrujících lymfocytů v nádoru, 
získáme účinný nástroj pro rozhodování v rámci léčebného algoritmu (Střížová et al. 2019). 
Velkým příslibem do budoucna je zejména kombinace různých metod léčby, která vede nejen 
ke spojení účinku jednotlivých modalit, ale rovněž k jejich vzájemné potenciaci a v některých 














Aktuálně (ke dni 31.8.2019) probíhající klinické studie, které hodnotí účinnost check point 
inhibitorů v léčbě kolorektálního karcinomu s nebo bez kombinace s radioterapií dle údajů 
http://clinicaltrials.gov (Clinical trials 2019). 
 
Check point inhibitor Cíl inhibice Počet klinických studií 
Pembrolizumab PD-1 70 
Pembrolizumab + RT PD-1 5 
Nivolumab PD-1 67 
Nivolumab + RT PD-1 8 
Durvalumab PD-L1 28 
Durvalumab + RT PD-L1 7 
Atezolizumab PD-L1 26 
Atezolizumab + RT PD-L1 4 
Avelumab PD-L1 17 
Avelumab + RT PD-L1 4 
Kombinace s ipilimumabem CTLA4 24 
Kombinace s ipilimumabem + RT CTLA4 3 
 
Zkratky 
RT – Radioterapie  
PD-1 – Programmed cell death protein 1 
PD-L1 – Programmed cell death protein ligand 1 






  Byla získána data o dynamice změn exprese VEGF a hustoty CD8+ TIL u lokálně 
pokročilého adenokarcinomu rekta vlivem předoperační radiochemoterapie. 
  V hodnoceném souboru byla exprese VEGF po předoperační radiochemoterapii lokálně 
pokročilého adenokarcinomu rekta snížena u většiny vyšetřených pacientů. Byl pozorován 
statisticky nesignifikantní trend ke kratšímu celkovému přežití u těchto pacientů.  
  Pacienti s nárůstem hustoty CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů po předoperační 
radiochemoterapii měli statisticky nesignifikantně delší medián celkového přežití v porovnání 
s ostatními pacienty bez nárůstu CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů. 
  Získané výsledky obou biomarkerů jsou v souladu s pracovní hypotézou o příznivém 
prognostickém významu vyšší exprese VEGF a vyšší hustoty CD8+ TIL na dobu celkového 
přežití lokálně pokročilého adenokarcinomu rekta.   
  Výsledky léčby předoperační radiochemoterapií 53 pacientů s lokálně pokročilým 
adenokarcinomem rekta jsou v hodnocených parametrech - TNM stadium, věk, pohlaví, 
histologický grading, anatomická sublokalizace nádoru, typ chirurgického výkonu, dokončení 
plánované léčby, hodnocení celkového přežití, počtu a lokalizace recidiv - v souladu s 
doposud publikovaným pracemi. 
  Limitacemi této disertační práce jsou její retrospektivní charakter, technická omezení 
metodiky imunohistochemie a omezený počet hodnocených pacientů (53). 
  Tato práce přispívá k výzkumu prognostických biomarkerů lokálně pokročilého 
adenokarcinomu rekta. 
  V budoucnu by bylo možné prozkoumat na větším množství pacientů námi pozorované 
statisticky nesignifikantní prodloužení mediánu celkového přežití u pacientů, u kterých došlo 
ke zvýšení hustoty CD8+ TIL po předoperační chemoradioterapii, kdy by se mohl tento trend 
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8. Seznam příloh 
8.1. Seznam obrázků    
Obrázek 1 
Časový vývoj hrubé incidence a mortality adenokarcinomu rekta dle posledních 
publikovaných údajů Českého webového portálu epidemiologie nádorů v roce 2016. 
Graf zobrazuje časový vývoj hrubé incidence (počet nových případů na 100000 osob) a hrubé 
mortality (počet úmrtí na diagnózu na 100000 osob) pro zvolenou diagnózu v celé populaci 
(Dušek et al. 2019). 
 
Obrázek 2 
Nádorový imunogram - radarový graf zobrazuje sedm aspektů protinádorové imunity podle 
Blanka (Blank et al. 2016). 
 
Obrázek 3 
Schematický obrázek působení inhibitorů VEGF a inhibitorů PD-1/PD-L1 v nádorovém 
mikroprostředí adenokarcinomu rekta (Buka et al. 2019). 
 
Obrázek 4 
Koláčový graf předléčebného klinického stadia 
 
Obrázek 5 
Koláčový graf anatomické lokalizace karcinomu rekta 
 
Obrázek 6 




Izodozní plán předoperační radioterapie dolního rekta T3N0M0 
1 a transverzální rovina 
1 b 3 D digitálně rekonstruovaný radiogram 
1 c frontální rovina 





Slabá exprese VEGF (1+) v reziduálních žlázkách adenokarcinomu rekta uložených ve 
fibrotizovaném pojivu po předoperační radiochemoterapii, zvětšeno 200x. 
 
Obrázek 9 
Středně intenzivní exprese VEFG (2+) ve středně diferencovaném adenokarcinomu rekta po 
předoperační radiochemoterapii, zvětšeno 200x. 
 
Obrázek 10 
Silná exprese VEFG (3+) ve středně diferencovaném adenokarcinomu rekta po předoperační 
radiochemoterapii, zvětšeno 200x. 
 
Obrázek 11 
Nízká hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů ve středně diferencovaném 




Vysoká hustota CD8+ tumor infiltrujících lymfocytů ve středně diferencovaném 
adenokarcinomu rekta v chirurgickém resekátu po předoperační radiochemoterapii, zvětšeno 
200x. Šipky označují CD8+ tumor infiltrující lymfocyty. 
 
Obrázek 13 
Doba celkového přežití pacientů s lokálně pokročilým adenokarcinomem rekta léčených 
předoperační radiochemoterapií ve dnech (plná čára). Medián doby celkového přežití je 
označen tečkovanou čárou. 
 
Obrázek 14 
Křivka celkového přežití pacientů bez snížení exprese  VEGF po předoperační 
radiochemoterapii (plná křivka) 
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Křivka celkového přežití pacientů se snížením exprese  VEGF po předoperační 
radiochemoterapii (tečkovaná křivka) 
 
Obrázek 15 




8.1. Seznam tabulek    
Tabulka 1 
Charakteristiky pacientů: věk, pohlaví, klinické a patologické TNM stadium 
 
Tabulka 2 




Typ chirurgického výkonu 
 
Tabulka 4 




Skóre exprese vaskulárního endotheliálního růstového faktoru (VEGF) v předléčebné 
endobiopsii a chirurgickém resekátu  
 
Tabulka 6 
Aktuálně (ke dni 31.8.2019) probíhající klinické studie, které hodnotí účinnost check point 
inhibitorů v léčbě kolorektálního karcinomu s nebo bez kombinace s radioterapií dle údajů 
http://clinicaltrials.gov (Clinical trials 2019). 
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